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摘要 ”肉桂 酰 辅酶 A 还 原 酶 (cinnamoyl-CoA reductase, CCR) 是 催化 木质 素 合 成 特异 途径 的 
第 一 个 限 速 酶 ， 对 木质 素 的 合成 起 关键 作用 。 本 文 从 中 间 锦 鸡 儿 中 克隆 了 两 个 CCR 基因 ， 
CiCCR2 和 CiCCR3， 其 中 CiCCR2 基因 开放 阅读 框 为 897bp， 编 码 299 个 氨基 酸 ，CICCR3 
基因 开放 阅读 框 为 9266bp， 编 码 322 个 和 氨基酸。 过 表达 CICCR2 和 CICCR3 转基因 拟 南 芥 株 
系 幼苗 期 和 成 熟 期 木质 素 含量 均 高 于 野生 型 ,组 织 化 学 染色 也 表明 转基因 株 系 木质 素 积累 较 
野生 型 拟 南 芥 多 ， 且 转基因 株 系 鲜 重 和 干 重 显著 高 于 野生 型 。 
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Clone and Functional Identification of Cinnamoy! CoA Reductase 


Genes from Caragana intermedia 
LIUKun CUI Shuang YANG Fei-yun HAN Xiao-dong WANG Rui-gang ZHANG Zi-yi 
(College of Life Sciences, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot, 010018, China) 

Abstract Cinnamoyl-CoA reductase is the first rate limiting emzyme which catalyzes the 
biosynthesis of lignin and plays an important role in lignin biosynthesis. In the study, two 
cinnamoyl-CoA reductase encoding genes, CiCCR2 and CiCCR3, were cloned from Caragana 
intermedia through PCR. The open reading frame(ORF) of CiCCR2 is 897bp which encoding 299 
amino acids, and ORF of CiCCR3 is 966bp, which encoding 322 amino acids. Quantification 
assay and Histochemical staining showed that the lignin content increased by overexpressing of 
CiCCR2 and CiCCR3 in Arabidopsis compared with the wild type during both seedling and 
mature stages. At the same time, the fresh and dry weight of overexpressing plants were higher 
than that of the wild type. 
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木质 素 (Lignin) 是 一 种 结构 非常 复杂 的 芳香 杂 聚 物 ， 是 自然 界 中 总 量 仅 次 
于 纤维 素 的 天 然 有 机 高 分 子 物质 由。 木质 素 主 要 分 为 3 类 ， 对 - 产 基 茶 基 木质 素 
(P-hydroxyphenyl lignin，H- 木 质 素 )， 愈 创 木 基 木 质 素 (Guaiacyl lignin，G- 木 质 素 ) 
和 紫 丁 香 基 木质 素 (Syringyl lignin，S- 木 质 素 )， 分 别 由 三 种 木质 素 单 体 组 成 ， 即 
香 豆 醇 (P-coumaryl alcohol), #A4A N (Coniferyl alcohol) 及 芥子 醇 (Sinapyl alcohol) 
中 。 木 质 素 存 在 于 维 管 植物 次 生 细 胞 壁 中 ， 是 在 植物 细胞 壁 次 生 加 厚 过 程 中 形成 
的 结构 物质 Bl。 木 质 素 具有 重要 的 生理 功能 ， 不 仅 能 够 增加 细胞 壁 韧性 和 硬度 ， 
还 能 确保 水 分 、 矿 物质 和 有 机 物 在 植物 体内 的 长 距离 运输 所， 从 而 有 效 地 阻止 各 
种 植物 病原 物 的 侵入 ， 此 外 还 能 够 增强 植物 对 生物 与 非 生物 胁迫 的 防御 能 
“。 另 外 ， 木 质 素 还 可 以 作为 一 种 新 兴 液 体 生 物 燃 料 的 生产 原料 0 81, 

肉桂 酰 辅酶 A 还 原 酶 (Cinnamoyl-CoA reductase, CCR) 是 催化 木质 素 合 成 
途径 的 第 一 个 限 速 酶 ”， 能 够 以 对 - 香 豆 酰 辅 酶 A、 阿 魏 酰 辅酶 A 和 5- 羟 基 - 阿 
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魏 酰 辅酶 A 为 底 物 分 别 众 化 生成 对 - 香 豆 醋 、f, 松柏 醛 和 5e 3E TA EU. CCR 
对 木质 素 合成 途径 的 矶 流 具 有 潜在 的 调控 作用 , 是 调节 碳 素 流向 木质 素 重 要 的 控 
制 关 节点 。 第 一 个 CCR 基因 于 1972 年 被 Mansell 从 校 树 中 分 离 纯 化 得 到 [1 ， 此 
Jn CTEM. KAR. RRS RW. BANA AE, CCR 可 
以 分 为 4 组 : Group I 包含 所 有 单子 叶 植 物 CCR， 而 单子 叶 植 物 CCR 又 分 为 a 
b 两 个 亚 组 ; Group II 为 双子 叶 植物 中 具有 功能 的 CCR; Group II 包括 裸子 植物 、 
BRR. BAK CCR; Group IV 是 双子 时 植物 所 有 CCR-like。 

CCR 基因 表达 量 的 高 低 与 木质 素 的 含量 有 直接 关系 。 在 植物 体 中 CCR 基因 
的 插入 缺失 能 够 导致 植株 发 育 及 表 型 异常 ， 例 如 矮小 症 、 种 子 数量 减少 、 茎 细小 
以 及 木质 素 含 量 降 低 和 木质 部 塌陷 等 051。1998 Æ, Piquemal 等 09 将 烟草 NCCR 
基因 的 CDNA 序列 反 义 转 入 烟草 中 发 现 ， 转 基因 株 系 CCR 活性 明显 下 降 且 木质 

含量 减少 到 野生 型 的 50%, 此 外 还 引起 植物 叶片 尺寸 减 小 和 形态 异常 等 , 还 会 

引起 木质 部 导管 倒塌 等 。 烟 草 NICCR 基因 表达 水 平 的 降低 不 仅 影 响 木 质 素 的 合 
量 和 细胞 壁 的 合成 , 还 影响 其 他 代谢 过 程 , 如 植物 体 脱 毒 过程 、 碳 水 化 合 物 代谢 、 
光合 呼吸 作用 以 及 光 氧 化 应 激 等 (1。 杨 树 CCR 基因 表达 量 的 下 调 不 仅 能 够 影响 
木质 素 含量 以 及 木质 化 程度 ， 还 会 导致 半 纤 维系 和 果 胶 合成 的 减少 08。 拟 南 芥 
CCR 基因 缺失 突变 体 irx4 Cirregular xylem 4) 也 出 现 木质 部 倒塌 现象 ， 且 木质 素 
含量 下 降 为 野生 型 的 S0%， 此 外 还 伴随 有 次 生 细 胞 壁 的 严重 缺陷 , 进一步 研究 表 
明 ， 突 变 体 irx4 减少 木质 素 生 物 合成 的 同时 ， 还 影响 植株 的 正常 生长 发 育 0?20。 

中 间 锦 鸡 儿 〈Carasganma intermedia Kuang et H.C.Fu) 系 豆 科 锦 鸡 儿 属 ， 多 年 
生 落 叶 灌 木 , 主要 分 布 于 我 国内 蒙古 、 宁 夏 及 陕西 北部 的 干旱 半 干 旱 的 总 漠 地 区 
21。 锦 鸡 儿 属 植物 具有 抗 寒 、 抗 旱 、 耐 盐 碱 、 耐 盗 薄 等 特点 ， 对 沙漠 地 区 有 很 强 
的 适应 能 力 , 保持 水 土 、 防 风 固 沙 ， 还 有 较 高 的 饲 用 价值 331。 本 研究 从 实验 室 24 
已 经 建立 的 干旱 胁迫 抑制 消减 杂交 文库 (SSH) 中 筛选 得 到 CiCCR2 和 CiCCR3 2 
个 基因 ， 并 对 这 两 个 基因 的 表达 以 及 功能 进行 了 初步 的 研究 分 析 。 
1 材料 和 方法 
1.1 植物 材料 与 试剂 

中 间 锅 鸡 儿 (C intermedia) 种 子 采 自 于 内 蒙古 呼和浩特 市 和 林 县 。 拟 南 价 选 
用 Columbia-0 生态 型 。 植 物 表 达 载 体 pCanG-HA 由 中 国 科 学 院 遗 传 与 发 育 生物 
研究 所 谢 旗 研 究 员 惠 赠 。PCR 实验 所 用 到 的 酶 等 试剂 均 购 自 宝 日 医生 物 技 术 有 
限 公司 。 
1.2 方法 
1.2.1 植物 材料 的 处 理 

将 籽粒 饱满 的 中 间 锦 鸡 儿 种 子 播种 在 土 与 星 石 (V:y=1:2) 的 钵 子 中 ， 培 养 
T 25'C. 16 h 光照 /8 h 黑暗 的 温室 中 。 选 取 野 外 生长 的 同一 株 中 间 锦 鸡 儿 的 根 、 
茎 、 叶 、 花 和 种 子 5 个 不 同 组 织 部 位 进行 基因 表达 量 检测 ， 每 个 组 织 进行 3 次 生 
物 学 重复 。 
1.2.2 中 间 锦 鸡 儿 DNA 的 提取 、 总 RNA 提取 及 反 转 录 

采用 CTAB 法 提取 中 间 锦 鸡 儿 DNA， 操 作 按 照 CTAB 法 23] 提 取 步 又 进行 。 

采用 TRizol 法 P9 提 取 中 间 锦 鸡 儿 总 RNA， 用 超 微量 紫外 分 光 光 度 计 和 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 检 测 RNA 质量 ， 选 用 电泳 条 带 完 整 清晰 且 质 量 较 好 的 RNA 进行 
cDNA 第 一 链 合 成 
1.2.3 中 间 锦 鸡 儿 CiCCR2 和 CiCCR3 全 长 克隆 及 表达 载体 构建 

从 SSH 文库 中 获得 CiCCR2 和 CiCCR3 基因 EST 序列 ， 通 过 NCBI Blast 中 


比 对 发 现 两 个 基因 都 有 完整 的 ORF。 以 中 间 锦 鸡 儿 cDNA 和 gDNA 为 模板 ， 以 
F-CiCCR2-oe 和 R-CiCCR2-oe, F-CiCCR3-oe 和 R-CiCCR3-0e 为 特异 性 引物 ， A 
用 高 保 真 酶 PrimeSTAR 进行 PCR 扩 增 。 扩 增 条 件 : 98C 预 变性 3 min , 98'CAE 
性 15s，54C 退 火 30s (CiCCR3 的 Tm 值 为 57C)，72C 延 伸 1 min, 72'C 478 
延伸 10 min, 35 个 循环 。1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 扩 增产 物 ， 利 用 DNA 回收 试 
剂 盒 《天 根 生 物 公司 ) 进行 胶 回 收 ， 产 物 连 入 平 末端 载体 pEASY-Blunt-Simple 
并 测序 。 用 Vector NTI 10.0 (Invitrogen AFJ) 软件 分 析 测 序 结 果 。 将 测序 验证 
正确 的 序列 通过 相应 的 酶 连 入 由 CaMV35S 驱动 的 植物 表达 载体 pCanG-HA 中 ， 
双 酶 切 以 及 菌落 PCR 验证 ; 将 验证 正确 的 重组 质粒 电 转 化 农 杆菌 GV3101, 挑 取 
PAPE SCRE, TAY PCR 验证 。 引 物 合 成 和 菌 液 测序 均 由 生 工 生物 工程 (上海 ) 股 
份 有 限 公 司 完成 。 
1.2.4 中 间 锦 鸡 儿 CiCCR2 和 CiCCR3 基因 序列 分 析 

利用 Blast Chttps://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 进行 序列 比 对 和 分 析 ， 利 
用 NCBI 的 Splign (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign 〉 在 线 分 析 序 列 的 开 
放 阅 读 框 以 及 内 含 子 ， 利 用 ExPASy (http://www.expasy.org/proteomics) 15 Pr P 
ProtParam 在 线 工 具 预 测 蛋 白质 的 分 子 质 量 、 理 论 等 电 点 以 及 氨基 酸 残 基数 等 理 
化 性 质 ， 利 用 SOPMA 在 线 工 具 对 香 白 质 的 二 级 结构 进行 预测 ， 利 用 DNAMAN 
软件 进行 氨基 酸 多 重 序列 比 对 。 利 用 MEGA6.0 软件 构建 系统 进化 树 。 
1.2.5 中 间 锦 鸡 儿 CICCR2 和 CiCCR3 基因 不 同 组 织 表达 分 析 

根据 殉 隆 得 到 的 CiCCR2 和 CICCR3 基因 的 cDNA 序列 ,使 用 Primer Premier 
5.0 软件 设计 引物 F-CiCCR2-q. R-CiCCR2-q 和 F-CiCCR3-q、R-CiCCR3-q( 表 1). 
使 用 SYBR Green Premix 工交 光 染 料 法 ， 在 LightCycler480 (Roche Diagnostics) 
实时 荧光 定量 PCR 仪 上 对 中 间 锦 鸡 儿 不 同 组 织 部 位 基因 的 转录 水 平 表 达 进 行 分 
析 。 反 应 体系 为 10 u L SYBR Premix Ex Taq, 引物 各 0.8 pyL(10 pmol/L), cDNA 
模板 (稀释 16 倍 ) 5 uL, KEK 3.4 uL, IRR 20 HL。 反 应 程序 为 95'C 预 
变性 30 s，95'C 变 性 5s，60C 退 火 15s, 72°C HETH 30s, 40 个 循环 。 中 间 锦 鸡 
儿 与 拟 南 芥 内 参 均 选用 EF1 a CE 1)， 实 验 结果 使 用 2““9 法 进行 分 析 。 
1.2.6 过 表达 拟 南 芥 纯 合体 篇 选 

将 含有 pCanG-CiCCR2-HA 和 pCanG-CiCCR3-HA 重组 质粒 的 农 杆 菌 侵 梁 里 
生 型 拟 南 芥 ， 收 取 种 子 ， 播 种 于 筛选 压 为 23 mg/L FEAH 1/2MS 
通过 孟 德 尔 遗传 定律 , 筛选 T; 代 纯 合 体 株 系 ,以 T3 代 转 基因 株 系 CDNA 为 模板 ， 
利用 特异 性 引物 F-CiCCR2-q、R-CiCCR2-q 和 F-CiCCR3-q、R-CiCCR3-q 进行 
RT-PCR 鉴定 ， 通 过 实时 殉 光 定量 se 检测 目的 基因 在 转基因 株 系 中 的 表达 量 ， 
选取 3 株 表达 水 平 较 高 的 株 系 进行 续 表 型 实验 。 
1.2.7 过 表达 CiCCR2 和 CICCR3 o x 站 析 
1.2.7.1 和 干 重 、 鲜 重 的 测定 

WEK 40d 大 小 的 拟 南 芥 野生 型 和 转基因 植株 地 上 部 分 , 称 取 其 重量 记 为 鲜 
重 , 之 后 放 入 培养 凤 中 ， 置 于 105 它 烘箱 中 烘 干 4-5h， 取 出 称 其 重量 ， 相 隔 十 分 
钟 重 量 不 变 ， 记 为 干 重 。 每 个 株 系 8 株 幼苗 ， 实 验 进行 3 次 生物 学 重复 。 
1.2.7.2 木质 素 含量 检测 及 木质 素 染 色 

木质 素 含 量 检测 采用 紫外 分 光 光 度 法 〈 溴 乙酰 法 )。 取 生长 20 天 大 小 (幼苗) 
和 40 天 大 小 成熟 苗 ) 的 拟 南 齐 野生 型 和 转基因 植株 的 莲座 叶 以 上 部 分 ,充分 
研磨 ， 加 适量 95% 的 乙醇 制 成 匀 浆 液 后 再 用 乙醇 :， 己 烷 等 体积 溶液 洗涤 并 收集 


zu 


沉淀 ， 室 温 自 然 干燥 ， 适量 25% 的 省 乙酰 溶液 溶解 ，70C 水 浴 30min， 然 后 将 反 
应 液 移入 2mol/L 的 NaOH 和 冰 乙 酸 混 合 液 中 ， 充 分 振荡 ， 离 心 ， 取 上 清 0. 1ml, 
加 3ml 冰 乙 酸 稀 释 ， 于 280nm 测定 其 吸光 值 ， 并 计算 木质 素 含 量 。 每 个 株 系 12 
株 幼苗 ， 实 验 进行 3 次 生物 学 重复 。 木 质 素 染色 采用 Weisner 染色 法 。 取 生长 
40d 大 小 的 拟 南 芥 野生 型 和 转基因 植株 的 葵 ， 将 茎 的 横 切 面 制作 成 组 织 切 片约 
0.5$~lmm， 置 于 载 玻 片上 ， 立 即 染色 。 加 1% 间 葵 三 酚 溶液 CH 92% 乙 醇 配 置 ) 
数 滴 ， 静 置 2min， 再 加 数 滴 25%HCIl 溶液 使 其 显 色 ，2min 后 在 显微镜 下 观察 。 

36 1 本 实验 所 用 引物 

Tablel Primers used in this study 


引物 名 称 引物 序列 

Primer name Primer sequence (5'— 3^) 
F-CiCCR2-oe GTCGAC(Sal DATGGCACCTTCTTTCGACAT 
R-CiCCR2-oe GAGCTC(Sac DGAACAGCTAAGGTTATTGCCC 
F-CiCCR3-oe GTCGAC(Sal DATGGCAACAAGTGGGGAAGG 
R-CiCCR3-oe ACTAGT(Spe NAACATTGGCAAGTCCAGTCTGTG 
F-CiCCR2-q CTGTCGCAAATTCAAGTTATGGC 
R-CiCCR2-q CAGCAGCTCCTCTCAAGTAAGGGT 
F-CiCCR3-q AAACACAGGCCACTGGAGGAA 
R-CiCCR3-q TGACATTTATTTTGAATCGAAGAGACC 

qCiEFl a F TGGGTGGGACATTCTCTGATT 

qCiEFla R GCACGGTTCACTTCTTCTTAGC 

qAtEF1 a F AGAAGGGTGCCAAATGATGAG 

qAtEFl aR GGAGGGAGAGAGAAAGTCACAGA 


2 结果 与 分 析 
2. 1 中 间 锦 鸡 儿 CiCCR2 和 CiCCR3 基因 全 长 的 克隆 

从 SSH 文库 中 筛选 得 到 CICCR2 〈 登 录 号 为 MF969176) 和 CiCCR3 (登录 
号 为 MF969177)， 通 过 NCBI Blast 中 比 对 发 现 两 个 基因 均 含 有 完整 的 开放 阅读 
框 。 用 特异 引物 F-CiCCR2-oe 和 R-CiCCR2-0e，F-CiCCR3-oe 和 R-CiCCR3-oe 
扩 增 cDNA 序列 (图 la 和 lb)， 扩 增产 物 连接 到 pEASY-Blunt-Simple 克隆 载体 
后 测序 验证 
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1000bp 
l 000bp 


(a) (b) 


1 CiCCR2 和 CiCCR3 基因 cDNA 扩 增 结果 
M: Fermentas GeneRulerTM 1kb DNA Ladder 
(a) CiCCR2 cDNA; (b) CiCCR3 cDNA; 
Fig.1 Amplification results of cDNA of CiCCR2 and CiCCR3 
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M: Fermentas GeneRuler TM 1kb DNA Ladder. 
(a) CiCCR2 cDNA; (b) CiCCR3 cDNA; 
最 终 得 到 CICCR2 的 ORF 长 897 bp， 可 以 编码 299 个 氨基 酸 ，CiCCR3 的 
ORF 长 966 bp， 可 以 编码 322 个 氨基 酸 。 
2.2 CiCCR2 和 CiCCR3 序列 分 析 
2.2.1 CiCCR2 和 CiCCR3 蛋白 结构 特性 及 理化 性 质 分 析 
用 ExPASy 数据 库 中 的 ProtParam 在 线 工具 预测 CiCCR2 的 蛋白 分 子 量 为 
33.696kD， 理 论 等 电 点 为 $.11， 有 蛋白 平均 疏水 指数 为 (GRAVY ) 为 -0.288。 丝 氮 
酸 含量 最 多 ， 为 9.4%， 其 次 是 亮 氨 酸 9.0%, RAAR 8.4%。 预 测 CICCR3 的 蛋 
白 分 子 量 为 35. 2 kD， 理 论 等 电 点 为 6.62， 和 蛋白 平均 疏水 指数 (GRAVY) 为 
-0.173。 氢 基 酸 含量 最 多 的 是 TAR 11. 5%, 其 次 是 丝氨酸 9 SUIS EUER 9 9.0%. 
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GmCCR1 321 
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CaCccR1i-11ixe 299 
CiccR2 299 
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CKCCR SIBKKEESIAVKS......... 337 
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GmCCR2 PVEPKGEDSY...........- 333 
McCCRi SIBNKEDSLAVKS......... 342 
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2 CiCCR2 和 CiCCR3 与 其 它 物种 CCR 蛋白 多 重 序列 比 对 
框 内 区 域 为 保守 结构 域 ， 下 划 线 表示 酶 催化 位 点 区 域 
Fig.2 Multiple alignment of CiCCR2 and CiCCR3 along with other species CCR proteins 


The box indicates the conserved domain; the underline indicates the catalytic site of CCR. 
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2.2.2  CiCCR2 和 CiCCR3 和 蛋白 多 重 序列 比 对 以 及 系统 进化 分 析 
将 CiCCR2 和 CiCCR3 和 蛋白 序列 与 其 他 物种 CCR 蛋白 序列 进行 比 对 ， 发 现 

具有 很 高 的 相似 性 。CiCCR2 和 CiCCR3 具有 典型 的 NADP( 本 结合 结构 域 

G(X)2G(X)2A、R(X)sK、D(X)2D， 以 及 底 物 


结合 位 点 和 酶 活性 位 点 KNWYCYGK 
(图 2)。 其 中 CiCCR3 具有 与 NADP( 本 结合 的 保守 区 域 RCX)sK， 而 CiCCR2 没 
有 该 保守 区 域 .另外 ,CiCCR2 的 G(X)2G(X)2A 片段 发 生 了 变化 ,为 D(X)2G(23)2G:; 
CiCCR3 的 D(X)2D 片段 也 发 生变 化 ， 为 D(X)2$。 此 外 ， 酶 活性 位 点 略 有 不 同 ， 
CiCCR2 的 酶 活性 位 点 为 KLWHGMSK， CiCCR3 的 酶 活性 位 点 为 KNWYCFSK。 
将 CiCCR2 和 CiCCR3 的 氨基 酸 序列 在 NCBI 中 进行 Blast 比 对 ， 结 果 表 明 
CiCCR24& F1 EE WE XI (Cicer arietinum) CCR-like (XP_004512517.1) 7X2 Ej 
Ti CCR-like (XP_003612872.1) 的 相似 性 最 高 ， 均 达到 91%。CiCCR3 和 蛋白 与 认 
嘴 豆 CCR-like isoform X1 (XP_004515542.1) IZ: Z2 E 48 CCR (XP_003604292.2) 
最 为 相似 ， 相 似 性 分 别 为 87% 和 84% 。 已 知 的 CCR 分 为 Group I. II. HII, IV, X 
中 Group I 又 分 为 Group Ia 和 Group 了 pb。 为 进一步 了 解 CiCCR2 和 CiCCR3 与 其 它 物 
种 CCR 和 蛋白 的 进化 关系 , 将 CiCCR2 和 CiCCR3 和 蛋白 序列 与 拟 南 芥 、 和 白菜 (Brassica 
rapa) ~ WJA (Citrullus lanatus) ~ KE. (Glycine max) ~ £538 Eb fa SOUTH f 
物 ， 以 及 水 稳 、 玉 米 等 单子 叶 植 物 中 相关 CCR 和 蛋白 构建 系统 进化 树 (图 30 。 从 
系统 进化 树 可 知 CiCCR2 和 CiCCR3 属 于 Group IV 组 ， 目 前 对 这 两 个 蛋白 的 功能 
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3 CiCCR2 和 CICCR3 与 其 他 物种 CCR 的 系统 进化 分 析 
系统 进化 树 用 邻接 法 构建 。Bootstrap 值 设 为 1000 次 。 
Fig.3 The phylogenetic analysis of CICCR2 and CiCCR3 with other species CCRs 
The phylogenetic tree is constructed by the neighbor-joining method. Bootstrap values based on 1,000 replications. 
2.3 CiCCR2 和 CiCCR3 基因 不 同 组 织 部 位 表达 量 检测 
检测 CiCCR2 和 CiCCR3 基因 在 中 间 锦 鸡 儿 中 不 同 组 织 部 位 的 表达 量 发 现 ， 
两 基因 的 表达 模式 有 较 大 的 差异 性 。 在 不 同 的 组 织 部 位 中 ，CiCCR3 基因 都 比 


CiCCR2 基因 表达 量 高 , 其 中 CiCCR2 基因 在 花 和 叶 中 的 表达 量 最 高 , TE. X. 
种 子 中 相差 不 大 ， 而 CiCCR3 基因 在 共和 种 子 中 表达 量 最 高 ， 在 叶 、 根 中 表达 量 
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4 qRT-PCR 检测 中 间 锦 鸡 儿 CiCCR2 和 CiCCR3 不 同 组 织 部 位 表达 水 平 
(a) CiCCR2 (b) CiCCR3 ”内参 基 因 选 择 CiEF1a。 实 验 结果 用 277 算法 计算 。 
Fig.4 The expression level of CiCCR2 and CiCCR3 in Caragana intermedia assayed by real-time quantitative PCR 
(a) CiCCR2 (b) CiCCR3 Reference gene was CiEF Ja. The result was calculated by 2:4€T 

2.4 过 表达 CiCCR2 和 CiCCR3 转基因 拟 南 芥 纯 合 体 的 获得 
2.4.1 过 表达 CICCR2 和 CICCR3 表达 载体 构建 与 鉴定 

为 了 研究 CiCCR2 和 CiCCR3 在 植物 体内 的 功能 ,构建 了 CICCR2 和 CICCR3 
过 表达 载体 。 将 测序 验证 正确 后 的 重组 质粒 用 相应 的 限制 性 内 切 酶 切 下 ， 并 连接 
到 pCanG-HA 表达 载体 。 将 构建 好 的 重组 质粒 pCanG-CiCCR2-HA 和 
pCanG-CiCCR3-HA 转化 大 肠 杆菌 感受 态 ， 重 组 质粒 双 酶 切 验 证 (图 5)， 能 够 切 
出 目的 条 带 , 说 明 表 达 载 体 构 建成 功 , 之 后 将 构建 成 功 的 表达 载体 电 转 化 入 农 杆 


GV3101 中 。 
P A 
(a) (b) 


5 CiCCR2 和 CiCCR3 过 表达 载体 双 酶 切 鉴定 
(a) CiCCR2 双 酶 切 鉴 定 M: TaKaRa DLS000 Marker 1. 质粒 对 照 — 2.Sall A Sac I 酶 切 鉴定 
(b) CiCCR3 WESSE M: TaKaRa DL5000 Marker 3. 质粒 对 照 4.Sall 和 Spel MSE 
Fig.5 Identification by double digestion of CICCR2 and CiCCR3 over-expression binary vector. 
A. Identification by double digestion of CiCCR2 M: TaKaRa DL5000 Marker 1. Vector control 2. Digest with 
Sal I and Sac I 
B. Identification by double digestion of CiCCR3 M: TaKaRa DL5000 Marker 3. Vector control 4. Digest with 
Sal I and Spe I 
2.4.2 过 表达 CICCR2 和 CiCCR3 转基因 纯 合体 的 获得 与 鉴定 
选取 Ts 代 转 基因 纯 合 体 拟 南 芥 叶片 ， 提 取 总 RNA 并 反 转 录 成 cDNA。 以 不 
同 株 系 cDNA 为 模板 ， 利 用 实时 荧光 定量 PCR 检测 CiCCR2 和 CiCCR3 在 转 基 


因 株 系 中 的 表达 水 平 (图 6), 并 选择 表达 量 较 高 的 CCR2-43. CCR2-9. CCR2-11 
和 CCR3-8. CCR3-7. CCR3-22 等 纯 合体 株 系 进行 后 续 表 型 实验 。 
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6 ”实时 荧光 定量 PCR 检测 过 表达 株 系 CiCCR2 和 CiCCR3 的 表达 水 平 
(a) CiCCR2 (b) CiCCR3 ”内参 基因 选择 41EF1a。 实 验 结果 用 277 算法 计算 。 
Fig.6 The expression level of CiCCR2 and CiCCR3 in transgenic lines assayed by real-time quantitative PCR 
(a) CiCCR2 (b) CiCCR3 Reference gene was AtEF 1a. The result was calculated by 2^4CT. 

2.5 过 表达 CiCCR2 和 CiCCR3 转基因 纯 合体 鲜 重 、 干 重 测量 

如 图 所 示 ， 相 比 野生 型 拟 南 芥 ，CICCR2 和 CiCCR3 过 表达 株 系 干 重 和 鲜 重 
值 均 高 ， 这 表明 过 表达 CICCR2 和 CiCCR3 对 植株 的 生长 和 发 育 方面 产生 了 影 
响 。 其 中 CCR2-11 株 系 和 CCR3-8 株 系 鲜 重 (图 7a 和 7c) 高 于 其 他 两 株 系 并 且 
均 高 于 野生 型 ， 干 重 〈 图 7b 和 7d) 也 具有 相同 的 规律 ， 且 CCR3-8 株 系 干 重 显 
著 高 于 野生 型 ， 这 些 结果 说 明 CICCR2 和 CiCCR3 过 表达 株 系 重量 的 增加 是 细胞 
的 干 物质 。 
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7 CiCCR2 和 CiCCR3 转基因 株 系 和 野生 型 拟 南 芥 重量 
(a) 和 (c) 为 鲜 重 ，(b) 和 (d) AFE 
Fig.7 Weight of the CiCCR2 and CiCCR3 transgenic lines and wild-type Arabidopsis thaliana 
(a) and (c) for fresh weight, (b) and (d) for dry weight. 
2.6 过 表达 CiCCR2 和 CiCCR3 转基因 纯 合体 木质 素 含量 的 检测 
植物 CCR 基因 能 够 编码 木质 素 合 成 途径 上 的 关键 酶 ， 其 表达 量 的 高 低 影 
响 着 植物 体内 木质 素 的 含量 。 本 实验 采用 紫外 分 光 光 度 法 (省 乙酰 法 ) 检测 不 


同 株 系 中 木质 素 含量 〈 图 8)。 以 木质 素 标准 品 测 得 木质 素 浓 度 与 吸光 值 的 回 
归 方 程 为 Y= 25.45X + 0.0294, X 为 木质 素 含量 (mg/mL), Y ARE, R= 
0.9994。 


Aogo 


15 y = 25.45x + 0.0294 
R? = 0.9994 


0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06(mg/ml) 


8 木质 素 含量 标 准 曲线 
Fig.8 Standard curve of lignin content 
测定 后 发 现在 幼苗 和 成 熟 时 期 ，CiCCR2 过 表达 株 系 中 木质 素 的 含量 均 高 于 
野生 型 ， 但 都 不 显著 。 而 CiCCR3 过 表达 株 系 在 幼苗 时 期 和 成 熟 期 木质 素 含量 显 
著 提 高 (图 9)。 
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图 9 CiCCR2 和 CiCCR3 转基因 株 系 和 野生 型 拟 南 芥 木质 素 含量 
(a) Ml (c) 为 幼苗 ，(b) 和 (d) 为 成 熟 时 期 。 
Fig.9 Content of lignin in CICCR2 and CiCCR3 transgenic lines and wild-type A.thaliana 
(a) and (c) for young seedlings. (b) and (d) for mature seedlings. 
2.7 过 表达 CiCCR2 和 CiCCR3 转基因 纯 合体 木质 素 的 染色 
为 了 进一步 验证 CiCCR2 和 CiCCR3 的 功能 , 采用 Weisner 法 对 拟 南 芥 茎 的 
横 切 面 进行 组 织 化 学 染色 ,其 中 松柏 醛 和 丁香 醛 会 被 染 成 红色 ,染色 后 呈 色 的 面 
积 可 粗略 反应 木质 素 含量 。 染 色 后 可 以 看 出 ， 转 CICCR2 和 CiCCR3 基因 的 拟 南 
芥 木 质 素 含量 (红色 部 分 ) 均 比 野生 型 拟 南 闪 多 (图 10 和 图 11)， 说 明 在 拟 南 
芥 中 过 量 表达 CiCCR2 和 CiCCR3 基因 能 够 增加 植物 体内 木质 素 含量 。 


201711.02688v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


10 CiCCR2 转基因 株 系 和 野生 型 拟 南 芥 组 织 化 学 染色 
XY: 木质 部 ; PH: 韧 皮 部 
Fig.10 Histochemical staining of the CiCCR2 transgenic lines and wild-type Arabidopsis thaliana 
XY: xylem; PH: phloem 


图 11 CiCCR3 转基因 株 系 和 野生 型 拟 南 芥 组 织 化 学 染色 
XY: 木质 部 ; PH: 韧 皮 部 
Fig.11 Histochemical staining of the CiCCR3 transgenic lines and wild-type Arabidopsis thaliana 
XY: xylem; PH: phloem 

3 讨论 
3.1. 基因 序列 分 析 

茶 丙 氨 酸 代谢 途径 产生 大 量 的 植物 次 生 代 谢 产 物 ， 包括 : 黄酮 、 类 黄酮 、 木 
MRT, 这些 次 生 代谢 产物 在 维持 植物 正常 生长 、 抵 御 病 原 菌 、 胁 迫 响 应 等 过 程 
中 起 到 重要 作用 。 植物 木质 素 合成 途径 属于 茶 丙 氨 酸 代谢 的 下 游 代谢 路 径 , 而 肉 
桂 酰 辅酶 A 还 原 酶 是 木质 素 合成 途径 中 的 第 一 个 关键 酶 。 本 实验 克隆 了 中 间 锦 


鸡 儿 2 个 CCR 基因 序列 ， 通 过 NCBI Blast 对 比 ，CiCCR2 KA SHINEE E 
es AUS AS E Fos AEE HF A EIA Bl] 91%, CICCR3 基因 与 这 两 个 豆 科 植物 
相似 性 分 别 为 84% 和 8796. 另外 多 重 序列 比 对 结果 表明 两 个 基因 均 63[ 具 有 典型 
HJ NADP CHO 结构 域 和 底 物 催化 活性 位 点 。 有 研究 报道 植物 体内 保守 氨基 酸 片 
Be G(X)2G(X)2A 和 D(X)2D 25 NAD (P) 的 结合 27.2831。 结 果 分 析 发 现 CiCCR2 
的 G(X)2G(X)oA 片段 发 生 了 变化 ， 为 D(X)2G(X)2G，CiCCR3 的 D(X)2D 片段 也 
发 生变 化 ， 为 DCO2S 。 此 外 ，CCR 基因 还 有 与 NADP(H) 结合 的 其 他 保守 氮 
ERKE RAK, Hh CiCCR3 具有 该 氨基 酸 片 段 ， 而 CiCCR2 没有 该 片段 。 
另外 ， 大 多 数 物种 CCR 和 蛋白 都 存在 一 段 保守 的 酶 活性 位 点 ， 即 KNWYCYGK, 
例如 拟 南 芥 AtCCRI 和 AtCCR2 以 及 番茄 的 LeCCRI 和 LeCCR2 25 G&A 
KNWYCYGK 保守 性 基 序 BI9， 但 是 不 同 物种 酶 活性 位 点 略 有 差别 ， 例 如 芝麻 
BnCCRI 和 BnCCR2 分 别 为 KLWYALGK fll KSWYTLSKP!, KÆ ZmCCRI 和 
ZmCCR2 的 是 RNWYCYGK 和 QNWYCYAKB2。 中 间 锦 鸡 儿 CiCCR2 酶 活性 位 
点 为 KLWHGMSK， 而 CiCCR3 为 KNWYCFSK。 有 研究 表明 ，CCR BAKE 
保守 氨基 酸 序列 KNWYCYGK 可 形成 B-a-B 二 级 结构 ， 推 断 其 为 CCR 的 催化 位 
点 ， 同 时 辅助 NADP (CH) 的 结合 ， 尤 其 是 首尾 两 个 赖 氨 酸 残 基 可 能 能 够 直接 与 
底 物 相 结合 B3]。 
3.2 组 织 表 达 模 式 分 析 
有 研究 报道 CCR 基因 家 族 在 不 同 种 、 属 间 ， 以 及 同一 植物 的 不 同 组 织 部 位 
的 表达 模式 都 是 不 同 的 ， 在 不 同 组 织 部 位 中 ，CiCCR3 基因 都 比 CiCCR2 基因 的 
表达 量 高 ， 在 拟 南 芥 中 就 有 类 似 的 现象 ， 例 如 拟 南 芥 4tCCR1 在 所 有 组 织 中 的 表 
达 水 平 都 要 比 AtCCR2 高 59。 此 外 板蓝根 、 银 杏 、 挪 威 云 杉 CCR 基因 不 仅 在 木 
质 化 的 部 位 (例如 茎 ) 表达 水 平 较 高 ， 在 其 他 组 织 部 位 也 有 较 高 的 表达 量 水 平 
B5371, 白杨 10 个 CCR 同 源 基因 在 树 皮 、 叶 以 及 木质 部 具有 差异 性 表达 ， 其 中 
PoptrCCR1 和 PoptrCCR3 在 树 皮 中 表达 量 最 高 ，PoptrCCR2 在 叶 中 的 表达 量 最 
高 ， 而 PoptrCCR12 和 PoptrCCR14 在 木质 部 表达 量 最 高 6。 本 实验 通过 荧光 定 
量 PCR 检测 了 CICCR2 和 CiCCR3 在 中 间 锦 鸡 儿 不 同 组 织 部 位 的 表达 水 平 ， 发 
现 两 基因 的 表达 模式 具有 差异 性 , CiCCR2 基因 在 花 中 的 表达 量 最 高 , 其 次 为 叶 ， 
根 、 茎 、 种 子 的 表达 量 相差 不 大 ; CiCCR3 基因 表达 量 最 高 的 为 共和 种 子 ， 表 达 
量 较 低 的 为 花 、 叶 、 根 ， 这 些 结果 表明 同 源 CCR 基因 可 能 参与 不 同 的 细胞 功能 。 
3.3 ”木质 素 含 量 分 析 

植物 体内 CCR 以 基因 家 族 形 式 存 在 ， 同 种 植物 CCR 家 族 中 ， 不 同 的 CCR 
基因 在 植株 生长 发 育 中 具有 不 同 的 生理 功能 。 在 很 早 之 前 ， 人 们 就 开始 研究 木质 
素 ,， 以 去 除 木 质 素 为 主要 研究 内 容 , 但 在 研究 过 程 中 发 现 木 质 素 的 存在 与 植物 的 
生长 发 育 有 关 , 并 且 木 质 素 还 在 提高 植物 防御 能 力 上 起 到 一 定 的 作用 。 有 研究 报 
道 ， 拟 南 芥 AtCCRI 主要 参与 木质 素 的 合成 ，41tCCR1 基因 的 沉默 可 降低 木质 素 
含量 至 野生 型 的 S0%， 同 时 伴 有 植株 矮小 、 倒 塌 等 现象 B9。 同 样 在 玉米 zmccrl 
突变 体 中 木质 素 的 含量 以 及 结构 上 也 有 类 似 的 现象 [加 。7zCCR7 基因 的 过 表达 能 
够 增加 小 麦 H4564 品种 木质 素 含 量 以 及 其 机 械 强 度 4]。ZICCR 基因 过 表达 后 植 
物 出 现 生 长 发 育 旺 盛 、 木 质 素 含量 明显 增多 史 ]。 过 表达 BpCCRI 时 ， 两 个 过 表 
达 株 系 木 质 素 含量 分 别 增加 了 8.4% 和 14.6%[3 。 本 实验 在 拟 南 芥 中 过 表达 
CiCCR2 和 CICCR3 基因 ， 结 果 显 示 ， 在 植物 的 不 同 生 长 阶段 CICCR3 的 过 表达 
能 够 明显 的 提高 木质 素 含量 , 由 此 推 岂 CiCCR3 可 能 参与 调节 中 间 锦 鸡 儿 木质 素 
特异 合成 途径 ， 而 CiCCR2 是 CCR 的 同 工 酶 ， 在 木质 素 合成 上 没有 明显 作用 。 


此 外 ， 本 实验 通过 Weisner 法 对 植物 的 木质 部 进行 组 织 化 学 染色 ， 结 果 显 示 ， 染 
色 后 的 CICCR2 和 CiCCR3 过 表达 株 系 红色 部 分 〈 即 木质 部 ) 的 面积 要 比 野 生 型 
拟 南 芥 的 红色 部 分 面积 要 大 , 说 明 过 表达 株 系 木质 部 细胞 积累 程度 比 野生 型 拟 南 
芥 要 多 。 此 外 ，CiCCR2 和 CiCCR3 过 表达 株 系 的 干 重 和 鲜 重 值 均 高 于 野生 型 拟 


南 芥 ， 表 明 过 表达 CiCCR2 和 CiCCR3 对 植株 的 生长 和 发 育 产 生 了 显著 的 影响 。 
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